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Herr Professor Dr. Thomas Rausch in Heidelberg/Deutschland hat eine Pa- 
tentanmeldung unter der Bezeichnung 

Jransgene Pflanzen und Pflanzenzellen mit verminderter Expression 
von Invertaseinhibitoren" 



am 12. August 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt ei, 



eingereicht. 



Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
"chen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt voriaufig die Symboie 
A 01 H und C 12 N der International Patentklassifikation erhalten. 





Munchen, den 19. November 1999 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 
Im Auftrag 



A 9161 
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T^ge-e ManMn „„„ pflanzenMlIeii vemta(i 
Invertaseinhibitoren expression 



von 





Die v 0rli de M „ du ]g ^ ^ ^ ^ 

die Berei,s,diun8 - « , 

Verbesse.ung von Qualitit ^ Qumtim ^ 

o^ung fc . In der Regel ^ Wsher Stategien entwicte( f ^ 

oasiere, deren Ce„ pr „ dukt e En2yme daKteUen) dfe _ ^ ^ 

R~es se lbst ( ,B. AOP-G,ucose Pyroph „ W ^ ^ ^ 

s rr~ h ' wird (de - ai " 195 29 696> - in «« * 

dare u lKrt e„ ^eHeuen O lu c„ Mn ase » einer veistarten J" 

- - o™ d der erMhten Kon2entraUonc „ _ Intemed at 2 

- Pnn.aren P h „ toasslrailats s ^ „ 
Feetsaurevorslufen Pyruva. und Acetyl-CoA geftMert wW. 

Die DE-AM95 29 6 96 beschreibt dfe ^ ^ 

. und fcKaib k e,„e, R eguI a tio „ unterfieg,, wiM aufgn™, der z uahrun g des ^ 0ens 
«* de, Regu,a t i on e ines geeignefcn Promotors ^ 

D,e „ hoher * 0eschwindigkei , BiUung ^ o[ukose J ^ 

be™*, auf e^ Eingriff in den MaaMhmm , ^ ^ ^ 



Spetoffe^owenh^ p^ p roteine) bilde , 

Vergleich » nic, ^fo^^ Pflanzenze , Ien . be, der , m 

vemnnderte Expression durc h Einfubung einer der g ,eic„e„ Pfl * 

***** - - ^ eines PromotoK i::: 

aw^-OrientierungausgelSstwird. nasanluottor-cDNA m 

ErfindungsgemSB wird audi ein Ver&hren ™ r r. ■ 

Seoue„„„ • • Wat™ zur Gevwnnung von Invertaseinhibitor-cDNA- 

Sequent ,„ ^^-Onendenmg berei,ges,eH t , wobei dieses - unab^n ■ 
jeweHigenSpezies-foIgendeSehritteenM,: 8 ' 8 ™ 

entsprechendenZellsospensionskultur 

WO**™. ,™.,^ tabMtapBi 

entstandenen Peptide g 

c) Klonierung von zunachst partieller und in der Folge Vollangen-cDNA fur das 
(nvertaseuihibitorprotein aus einer cDNA-Banlc 

e) Transformation der Pflanzenspezies m i, dem a«« eritonstnila 



: • ; • ; : ; • • • . ♦ 





— » - « « . ii^rrrxr - 

expnmierten Zellwand-Invertase beschleiW . v ^rgangszone 

- Hau ptsp e icherstoffs der jewcUigen (sarke _ ^ ^ ~t.cn 

Im Gegensatz zu alien bisherigen Verfahren hen.h, ^ u A > ^ 

ucr iur aen Assimilattransfer entscheidende Schrift A. P c, u 
~" W ^ rt bee influlJt . Die Beobachtos ^ ^ ar0SeSPa " U " 8 ^ 
Sequenz, das heifl, einer Invertaseinhibitor cDNA § etoZi8ea 

ex,re ra hohe Sp e zifitat des ^ ^ - *ig< die 

sind off=„ si ch«lich.- ° ne " e direkte ° De-guUerung 

• B« ein ^ 0enk0 „ s|rukt> _ eine &h5hung ^ _ 

- Es werder. keine artfremden Geoprpdukte (EiweiBe) gebilde,. 

- Der Eingriffim Metabolismus fat hoohgradig spezifiseh. 

- FOr Tabak wir d exemplarisch gezeigt, d aB die vejitaderte B™*.- ■ 




DieErhehungderAldcumulationderSamenspeichemofFpH, i. • 

A) Durch die Veranderung der Aktivitatsphase der Zdl™^ t 

wird^Pfr- , derZelIwand - Inverta seimmaternalenGewebe 
wird d» EfW der Nahrstoffentladung beeinfluflt das heifit in T ww. 
Transformantenerhoht. m ^ hto ™*W 

B) FOr die Synthese von ReserveQlen des <!«»,«,«, • * / 

invertaseiniubxtoren noch weitere Vorteile. Die im Verlauf drr « a k m 

Gefahr, daB e,„e » hohe Expression zu unerwunscheer, NebenwirWen fife , 7 

8la«.on der Zel lw a„d-I„ver,ase„ aber 0 « tew . Expressio „ vo „ 





Invertasetohibitoren i„ fedem Me der Einfttag"^ h ^,£" ' 
und SttU , e iM bedeufcan* technische Ve^l. """^ — 

— - «— « it ; :rr E demtram8ene 

Invertaseinhibitotproteinen wahrend ^ ^ . Expression von 

^.emspe.chemdeSamen.-tob.sondereSojabohne.Erbse 

Die emhaltenen Schritte des erfiadungsge^ Verfthrens „ H e Kte H 

Pflanzen mit verminderter F™™ • ■ , Herstellung transgener 

werden: ' ^ -U* in, folge „de„ e tButert 

Vender jeweHig™ Man2enspe2ies ^ dne _ 
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einen 





Glykoprotemfiaktion gewonnen, die die glykosylierte 7 e ii«, „, 

gewonnenen Zellwand-Invertase „„H h« r " Aimiysen der so 

mvertase- und damit Invertaseinhibitor-angereicherten F«,tf • 
«™ Pomona,™ ^ gegen den Iw * 

Komplex mi, i et2terer vorli InvertwuMwor ,m stabilen 

aJCtl0nen mit st ^kem Zellwand-Invertase- 
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famunosigna, aber geringer ^^-"'^ R - . 

Inhibitoiprotein. gel hochre "ie 

In der Regel liegt das Inhibitorprotein nach dem nh™ u « ■ • • 

meui uber bDS-PAGE gereuugt und anschlieBend direkt im rvi * u 
verdau, weraen . Die Trennung fc entstehenden » 0=, ^ 

A^he n dv 0n den e^nen Pep^^onen werde „ gemiB dem 

£L r uenzen ab8e,eitet Far ~ 

S^dardateomhmen be„ uta . In einer ^ A « 

B, l™7 " emCT Ze " SUS ~^. <» andean AusfMmmg aus 
Blueen mt Jungen Samenanlagen ^ standardv « « 

Sonde * * von VoUangenWonen J «** 

ande re „ Ausfllhnmg eine cDNA ^ ^ ^ $ ^ 
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Die mr jede Pflanzenar, klonierte lnvMaxiMbit0 „ Dm ^ ^ 
anfse^-Oriendera.g in den binaren Vektor BinAR (Bi„19 Derivat) kloniert 
F.g. 2 zeig, den binaren Veto (BinAR) zur ^ tafee „, m toe/< , cteTO . vermte|ten 
Wo™.™. Die kodierenden Regions der Invertoeinhibitor-cDNAs werden in ^ 
Oder ^te^-Orientierung in die ■multiple cloning site' kloniert. 

to einer Ausfflhrungsforrn wird der CaMV35S-Promo.or verwendet, doch k 9 nne„ 
gegebenenfalk auch andere, gewebespezifische Promotoren verwendet werden. 

.Trarsformationderiewefe 

FUr die rneisten dikotylen Nutzpflarrzen werden Inverta S ein W bi,o, a «„ ransformanten 

*^ ^ Transformation 
(S andardverfahren) gewonne, Es wird demgemSB ein Aer„ bakterium ^ 

^omb.nante DNA-MCekOle enthalt, die .nve«bi,or-cDNA in ^^ntierung 
Uonrert hinter dem Promotor, aufweisen. Hierbei werden in einer «, viele PrWnarten' 
e^etzbaren Ausfflhnrngsfonn Blattstflcke ^ ^ ^ ^ 

auf Anubtotikum-haltigen Med™ PnmarWorrnanten regeneriert werden. Die tarsachlich 
gewanlte TrarBformationstechnik ist abhangig von der Pflanzenart 

Durcn Regeneration einer transformierten Pflanzenzelle wird eine transgene Pflanze ' 
gewonnen. . - 



^tisense-Genkpnstrukten 



Der EinfluB der veranderten Expression eines apoplastischen Invertaseinhibitors in Nicotiana 
tabacum wird im folgenden beschrieben: 
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venmltelte Transformanon, BinAR-Vektor, CaMV35S-IWtor BuJu -k 
Wormanon gemafi SrandardverfaHren). P rimartransfomanten ^ 

D.e Samen der PnrMrKansforrnanten ^ ^ ^ 

Naoh ste rUer Voranzuch, ^ dfe pflan2en ^ ausgesa, 

AktmtatenindenOvarienbestimnit. «■ invertase- 

* Fig. 3 zeig, ZeUwand-Inve^e-AtoivM.en im Ovar v„ n Tabak-WHd,™ (SNN) „■ 

^-Wonnan.e (s9) im VerIauf dw ^ "*> " 

Au f der Ordinal sind die ^ g „ _ Gluco ^ 
aWben ; aufderAbszissedieZeitti„Tage„. . ^^gew,cht/m,„ 

Die Mange an taWto^ ^ ober Westem 

«^ «en Nacbweis de, driven Reduicion (^.w^ 

Ovar, naeh wresen m« anem gegen den ^.^^^ 

An s^ (S Wormante(s9): ,,Ova r; ,S M „ a .^_ Wonnimt : 7^ 

It t: gereini8,e Proben auf ~ in — - - 

gebundener Inhibitor enthalten ist. mvenase 
Nach ReifUng der Sa™ ^ deren Trockengewichte 

Speicherol und Gesamtprotein. 8 
« . zunaen. den Wi Htyp ei „ e ca . 6 . fache Steigenmg ' * 

d? s : : ? D,eser ata - te — - - »£ 

der Spe,c erphase. Die Western Bio.-Anaiyse ^ ^ ira 0yar ^ / 
.nve„ bito ,p olypeptid in ^.^^ ^ " J 
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und den Gesamtproteingehalt/Samen (Tabelle 3> n.Vht ■ ^ u , } 
Tabelle 1 

Trockengewichte pro Samer, in Tabak-Wildtyp fSNNl In ■ 

-^tata* (s9 „«, und W,(SNN) ;' n2We ' re ~ i ™>Inhib ito , 





Tabelle 2 

Samenfll-Gehalte pro Samen in Tabafc-Wildtyp fSNN) i„ ™ • 

^-Wforrnan.en (s9 sl0) * "~ '"'-en » ilot . 
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labelle3 • i ..• 

Gesamtprotein pro Samen in Tabak-Wildtyp (SNN) i„ ^ • 

^We-Transfonnanten ( s9 ,im , ^prasentativen Inhibitor- 

V° 7 ' al\Jj una in 7«rp; 

Transformanten( as l6,as43). ^prasentativen Inhibitory. 

Mg tiesamtprotein/Samen I P™, 7 

1 Prozen t vom Wildtyp (SNlvT 






Zunahme der Zeilwand-Invertase ^ . ^ * ^^werfcrweise k „ mltat iie 

kommt. sigmniantell Verzogerung der Keimung 

5 zeig, da, Ketalmgsverhalten VQn Samen 
Inver^inhibfe^^ Tabak W lldtyps ^ ^ 

Wo„na„ ten . Auf der Abszi.se ist die Zei, • "j! Z"" ^^'^e. 
dieKeimungs ra ,e dto . /oauf „ trasen Pm , . . ' a 8 e n nach der Aussaat; auf der Ordinate 

— LS-MediJX 1 ZZTr^^^ 
RadieuiadieatealsMenum^^,,^ ' * ^ ^ D * H ~» der 
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Bin weieeres Anwendungsbeispii J voruegend^Er&d^-fe dlL/"' • 

mmdestens 20% , gegebenenfaUs ater urn bis zu 70%. 

Eine wei tere Anwe„du„ g ^ dem ^ ^ ^ ^ 
Gehalfcs, « dle Transformation der SomMb| * SoiatT 

Pflanzen dieserSpezies). (B^etag 61speichemder 

In dner weiteren AusnThrungsform wird durd, hi. n- k • 

— ^ h Mais, Rei s, wjrairr ^rrr ■ 

^cnen, be reitg es tellt werde „. FOr p roteinreiche Same „, Z . B . ^ ~ 
Konstrukten d,e Gesamtmenge an Speicherprotein erhsh.. 



Patentanspruche 




1. Transgene Pflanzenzelle, bei der im Veral^.Vh ™ „• u. _ , . 

m vef g ,eich nicht transfonnierten Pflanzenzellen 
aufcund vender Expression V o„ Invert*™ eine erhohte ^ fc 
^.wand-lnv^e vor.ieg, wobei diese verminderfc Exptession durch Einfllhnmg ^ 
*e,c»en Pflanzenar. ents pre chende„ (hotnoiogen) ^ ^ ^ p 

stehenden Inver^nhibitor-cDNA in a^-Orientientng ausgeWst ^ 

2. Wgene PtWnzeiie ^ ^ fc ^ ^ <ta ' 
taver^e eine Steigemng des AssintiiaWers zwischen „„, ^ Samengewebe 

3. Transgene PflanzenzeUe nach Anspruch , oder 2, wobei die Invertaseinhibi.or-cDNA eine 
apoplastische Varianie des Invertaseinhibitors codiert. 



4. Wgene PflanzenzeUe nach einem der Anspruche , bis 3, wobei der Promoter 
CaMV35S-Promotor oder ein gewebespezifischer Promotor 



ein 

ist. 




5 Transgene P fl „ e ^ einem der ( ^ ^ 

Nutzpflanze ist. 

7. Transgene . P fl „e nach Anspruch 5 oder 6, die eine Zel,e einer R a p Spflan2e , 
Sojabohnenpflanze, Sonnenblumenpflanze, oder Olpalr 



ime ist. 



8. Transgene PflanzenzeUe nach Anspmch 5, die eine Zelle einer sMespeichernden Pflanze 



9. Transgene PflanzenzeUe nach A„ S p rac h 5 oder 8, die eine ZeUe einer Reis- Mais- 
Roggen-, Weizen-, Hafer-, oder Geretepflanze ist. 



• • • < 




10. Transgene Pflanze nach einem der Wruche'i'hi, o'V „ - - - 

PfWnzeiie gewonnen ™d. ' *" % *" *"* R ~ bn *» 

H. Transgene Pflan2e ^ einem der i b . ^ 

-^chenden nich^fonnierren P.W ^ der Samenentwicklung ^ 
Spe.cher.,1, Speicherstarke Oder Speicherprotein bildee. 

^ Verfchren „ Oewinnung von Inve™^^^ fa 
Onenferung nach emem der Anspriiche . bis 1 1 e„U,al,e„d folgende Schrta: 

»> 0e ™8«nerInrubi.o^ 

entsprechenden Zellsuspensionskultur 

b) Oewinnung v „ n entsprechenden Peptidsequenzen nach Spal,un g u„ d Reinigung der 
entstandenen Peptide 

c) Klonierung von zunachst partieller und in der Folge Vollangen-cDNA fur das 
Invertaseinhibitorprotein aus einer cDNA-Bank 

d) Kionierung der Invertaseinhibhor cDNA in «™ rientfcnmg in eine „ 
Vektor 



e) Transformation der Pflanzenspezies mit dem 



tf«//je/we-Genkonstrukt 



13. Verfahren „ Gewinnung von ^^^^^ ^ 
Onennerung nach Anspnrch ,2, wobei „ Durchf uh™g von S.hnu e, ein Acrobafcerium 
emgeseta wird, das rekombinante DNA-MoiekOie e„,ha. t , die hvertaseinhibitor-cDNA in 
atoMK-Orientierung, Idoniert hinter dem Promotor, aurweisen. 



Zusammenfassung 
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Li L Pfl ™ en ^ raM2m "* "*■*««- Expression von 

oeschrieben. Die VerSnderung der Expression ^ lmenaxmbiU)Ka 

wrd durch Einfitang einer oDNA . Sequenz OT ^ e . 0rientiOTng em . ch( 
er ^. DNA . Sequenzen erfolgt ^ ^ ^ ReguiatiM ^ cawv3js _ 

Promos oder gewebespeziflscher Promotore, Da ta Verkuf ^ ^ 
Ucotvier und monomer rtWn der Transfer von , m ^ 8 

an,engewebe durch Ze.Iwand-invertasen ges.e U e rt wird, fuhr, die reduce Expression von 
nver™,oren zu einer Erhohung des AssirniUnransfers. Am Beimel des Taba* einer 
P«es mi, ca. «K Speiche*, im Samen, wird ge^ig, .„ * ^ ' 
Inve^bnors » einer signify Erh6hung des ^ _ . 

Anwendungsbeispieie fflr die Erhohung bzw. Verminderung vc„ SamenMen bzw 
samenstarke werden beschrieben. 
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Fig. 1 
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Fig. 5 



